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〔 方法ならびに成績 〕 
 われわれは新たにクローニングしたSerase-1Bは３個のセリンプロテアーゼがタンデムに並ぶ特殊な構造を持つ蛋
白 Polyserase-1 の transcript variant であった。酵素学的な解析を行ったところ、Serase-1B はトリプシンタイプの
セリンプロテアーゼであった。生理的な基質を検索したところ、pro-uPA（urokinase-type plasminogen activator）
の活性化酵素であることをウエスタンブロッティング法とザイモグラフィー法を用いて証明することができた。また、
その活性は特異的に glycosamonoglycan やヒアルロン酸によって阻害された。 
 KO マウスの作製を行い、その解析をすすめるために、マウス serase-1B の転写調節について解析を行うこととし
た。まずマウス serase-1B の転写開始点を 5′ RACE 法にて同定した。複数の転写開始点を認めたが、メチオニンの
上流 272 塩基から開始しているものが最も多かった。次に転写調節領域を同定するために、メチオニンより上流約
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れ変異をかけたコンストラクトを用いて同様のレポーターアッセイを行ったところ、E-Box モチーフに mutation を
加えたものでのみ著明な転写活性の低下を認めた。さらに E-Box モチーフに確かに転写因子が結合していることを証
明するため、ゲルシフトアッセイによって E-Box に転写因子が結合していることを示した。E-Box と TCMK-1、
CMT93 細胞の核抽出液との結合によって認められたバンドは競合実験によって特異的な結合であることが明らかと
なった。このことから 5′-UTR 内に存在する E-Box が serase-1B の転写に重要であることが明らかとなった。 
〔 総   括 〕 
・新たに新規Ⅱ型膜結合型セリンプロテアーゼ Serase-1B をクローニングした。 
・Serase-1B はセリンプロテアーゼドメインをタンデムに３つ有する polyserase-1 の transcript variant であった。 
・Serase-1B は pro-uPA の活性化酵素であった。 
・マウス Serase-1B は 5′-UTR 内に存在する E-Box モチーフによって転写制御されていた。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 新たにⅡ型膜結合型セリンプロテアーゼ serase-1B をクローニングし、その転写調節について報告を行った。まず
マウス serase-1B の転写開始点を 5′ RACE 法にて同定した。複数の転写開始点を認めたが、メチオニンの上流 272
塩基から開始しているものが最も多かった。次に転写調節領域を同定するために、メチオニンより上流約 1.8 kbps
をクローニングしレポーターベクターに組み込み、serase-1B 発現細胞である CMT93 と TCMK-1 細胞を用いてレポ
ーターアッセイを行った。その結果、転写開始点より上流のコンストラクトでは転写活性は低かったが、5′-UTR を
組み込んだコンストラクトでは高い転写活性が得られた。その領域内の E-Box モチーフに mutation を加えると著明
な転写活性の低下を認めた。また EMSA 法によっても E-Box に転写因子が結合していることを示した。このことか
ら 5′-UTR 内に存在する E-Box が serase-1B の転写に重要であることが明らかにした。以上より学位の授与に値する
と考えられる。 
